БОЛЕЗНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА И СВИНЕЙ 


РЕЗЮМЕ 


В работе представлены данные по изучению репродукции вакцинного вируса чумы мелких жвачных 
штамма «ВНИИЗЖ, в перевиваемой культуре клеток гонады козы в зависимости от величины ин- 
фицирующей дозы, состава поддерживающей среды и способа заражения. 
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РАЗРАБОТКА НЕПРЯМОГО ВАРИАНТА 
ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИТЕЛ К РОТАВИРУСУ 
В СЫВОРОТКАХ КРОВИ КРС МЕТОДОМ 


ОДНОГО РАЗВЕДЕНИЯ 


Введение 

Ротавирусы являются наиболее рас- 
пространенным этиологическим агентом 
острых гастроэнтеритов КРС. Ущерб, при- 
чиняемый ротавирусами, слагается из от- 
ставания в росте и гибели молодняка, осо- 
бенно ощутим в животноводческих хо- 
зяйствах промышленного типа. Результа- 
ты проведенных за последние годы иссле- 
дований свидетельствуют о широком рас- 
пространении данной инфекции в хозяйс- 
твах РФ [1,2,3]. 

Важным условием успешной борьбы с 
инфекцией является своевременная диа- 
гностика заболевания, для чего использу- 
ются различные диагностические мето- 
ды, в том числе иммуноферментный ана- 
лиз (ИФА), главным достоинством кото- 
рого является высокая чувствительность. 
Лабораторная диагностика ротавирус- 
ной инфекции КРС, кроме выявления ан- 
тигена, предусматривает также выявле- 
ние антител. 

Целью нашей работы была разработка 
непрямого варианта иммуноферментного 
анализа для выявления антител к ротави- 


русу в сыворотках крови КРС при исследо- 
вании их в одном разведении. 
Материалы и методы 

В качестве антигена в работе использо- 
вали очищенный, концентрированный ро- 
тавирус КРС штамм ТЕ-87-ДЕП, получен- 
ный в культуре клеток МДВК. 

Использовали сыворотки крови КРС 
из различных хозяйств России (290 образ- 
цов), а также контрольные положитель- 
ные и отрицательные сыворотки, получен- 
ные от экспериментально инфицирован- 
НЫХ ЖИВОТНЫХ. 

Для выявления специфического комп- 
лекса использовали коммерческий препа- 
рат антител против [С (Н+Т.) быка, ме- 
ченных пероксидазой (Институт эпидеми- 
ологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи, 
г Москва). 

Антиген разводили в 01М карбонат- 
но-бикарбонатном буферном растворе, 
РН 9,5-9,6. Для заполнения сайтов неспе- 
цифического связывания на твердофазном 
сорбенте применяли раствор 0,05 М трис- 
НХ с 0,2 М Мас, 0,01% твин-20, 10% ло- 
шадиной сыворотки. Разведение сыворо- 
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Таблица 1 
Константы линий регрессии для трех отдельных разведений 
Разведение Коэффициент А В’ 
сыворотки корреляции (В) 
1:80 0,87 0,5276 0,30043 
1:160 0,91 0,5254 0,31138 
1:320 0,90 0,6140 0,33554 
Таблица 2 
Результаты измерения оптической плотности положительного и отрицательного контролей 
Отрицательный Положительный Разница между 
контроль (МСх) контроль(РСх) контролями (Р-М) 
Среднее значение 0,102 = 0,040 0,318 + 0,124 0,308 = 0,115 
Доверит. интервал 0,142 - 0,062 0,486 - 0,194 0,423 - 0,193 


ток и конъюгата, а также отмывку несвя- 
завшихся компонентов реакции проводи- 
ли раствором 0,05 М трис-Н с 0,2 М Мас, 
0,01% твин-20, рН 74-76. В качестве суб- 
страта для пероксидазы хрена использова- 
ли раствор АБТС (фирмы МР В1отефсаЕ, 
ос., Егапсе). 

Сенсибилизацию планшетов проводи- 
ли путем внесения в каждую лунку план- 
шета по 50 мкл раствора антигена. План- 
шет инкубировали в течение 18-20 часов 
при температуре +4° С. После удаления 
несвязавшихся компонентов в лунки вно- 
сили по 50 мкл 10% раствора лошадиной 
сыворотки на буферном растворе ТВ$. Ин- 
кубировали в течение 1 часа при темпера- 
туре +37° С. После отмывки в лунки сен- 
сибилизированного планшета вносили по- 
этапно исследуемые сыворотки крови, ан- 
тивидовой коньюгат в рабочем разведении 
(1: 3500), раствор субстрата. Все реаген- 
ты, включая субстрат, вносили в объеме 50 
мкл на лунку и инкубировали при +37° С 
в течение 1 часа. Между этапами реакции 
несвязавшиеся компоненты удаляли путем 
промывания планшета 3-4 раза раствором 
для отмывки. Через 15-20 мин после окра- 
шивания реакцию останавливали путем 
внесения 50 мкл 1% раствора ДСН. Изме- 
рение абсорбции исследуемых проб прово- 
дили спектрофотометрически при длине 
волны 405 нм («Униплан», гМосква). 

Все испытуемые пробы исследовали в 
трех повторностях. 

Было протестировано 290 сывороток 
крови КРС, полученных из хозяйств раз- 
личных областей РФ, при этом все сыво- 
ротки раститровывали методом последо- 
вательных двукратных разведений. 

Титром испытуемой сыворотки счита- 
ли последнее ее разведение, в котором зна- 
чение оптической плотности вдвое превы- 
шало среднее значение оптической плот- 


ности отрицательного контроля. 

Значение оптической плотности 290 
исследуемых сывороток было определено 
для трех различных разведений: 1:80, 1:160, 
1:320. 

По измеренным оптическим плотнос- 
тям (ОП) положительной контрольной 
(ПК) сыворотки рассчитывали величину 
З/Р (4), которая выражалась в виде: 

$/Р=ИСКПИ (1), где 

ИС - оптическая плотность исследуе- 
мой сыворотки, 

КП - оптическая плотность положи- 
тельного контроля. 

Зависимость между величиной (5/Р) и 
значением титра сыворотки (определен- 
ным заранее) выражалась формулой: 

Г.2(5/Р)=А’+В?*15(Т) (2), где 

А, В - коэффициенты реакции, уста- 
новленные опытным путем. 

Для обработки данных ИФА ис- 
пользовали компьютерную — програм- 
му ЗТАТИУТТСА, версия 4.3 (З4аой, Шшс., 
1993), которая регрессионным анализом 
(приближение функций по методу на- 
именьших квадратов) позволяла рассчи- 
тывать значения параметров уравнения А 
В’, значение коэффициента корреляции В, 
стандартную ошибку и построить линию 
регрессии. 

Результаты и обсуждение 

Разработка непрямого варианта имму- 
ноферментного анализа (н-ИФА) для тес- 
тирования сывороток крови КРС в одном 
разведении включала в себя выбор опти- 
мального разведения сыворотки и уста- 
новление позитивно-негативного порога 
(ПНП) для точной интерпретации данных. 

Для определения оптимального раз- 
ведения сыворотки предварительно ме- 
тодом последовательных разведений тес- 
тировали сыворотки крови КРС с различ- 
ным уровнем антител к ротавирусу (290 
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Таблица 3 


Результаты сравнительного исследования сывороток крови в двух тест-системах 


Результаты в наборе 


Положительные результаты 


Отрицательные результаты 


ПМСЕЯМ ВОТАУ!ВО$ в непрямом ИФА в непрямом ИФА 
Положительные 43° 41а 2 
Отрицательные — 18% 1 17с 
Всего 61 42 19 


Примечание: относительная чувствительность вычислялась как А/Вх100%, где А - количество проб при тести- 
ровании в непрямом варианте, совпадающих с положительными пробами в ПМСЕ7ЛМ КОТАУГВО$. Специфич- 
ность вычислялась как С/Дх100%, где С - количество отрицательных результатов в непрямом варианте, совна- 
дающих с отрицательными пробами в ПМСЕЛМ ВОТАУТВО$, Д - количество отрицательных проб в ПМСЕТЛМ 


КОТАУГВИ$. 


сывороток). Для разведений 1:80, 1:160 и 
1:320 вычисляли значения $/Р: 5/Р 80, $/Р 
160, $/Р 320 (табл. 1). 

Наиболее высокий коэффициент кор- 
реляции был получен для разведения 1:160. 
Поэтому данное разведение было выбра- 
но нами в качестве рабочего. Уравнение 
регрессии будет верным при определен- 
ных значениях оптической плотности кон- 
трольных сывороток. Для их определения 
были проанализированы соответствую- 
щие значения оптической плотности поло- 
жительной (РСх) и отрицательной (МСх) 
контрольных сывороток и разницы между 
ними (РСх - МСх), исследованных в разве- 
дении 1:160 (табл. 2). Данные, представлен- 
ные в таблице, показывают, что допусти- 
мые значения оптической плотности конт- 
рольных сывороток должны быть следую- 
щие: для отрицательного контроля не вы- 
ше 0,142; допустимая разница между конт- 
ролями больше 0,3. 

Если оптическая плотность контроль- 
ных сывороток выходит за рамки допусти- 
мых значений, результаты реакции будут 
считаться сомнительными, и пробы долж- 
ны быть повторно проанализированы. 

Для интерпретации результатов реак- 
ции необходимо было установить позитив- 
но-негативный порог (ПНП). 18 сыворо- 
ток крови КРС, показавших отрицатель- 
ный результат при исследовании их в ком- 
мерческом наборе ПМСЕЛМ ВОТАУГВО$ 
(«ТГасепаза», Испания), исследовали мето- 
дом последовательных разведений. ПНП 
определяли, рассчитывая средние значения 
оптической плотности отрицательных сы- 
вороток для каждого разведения, прибав- 
ляя три значения стандартного отклонения. 


РЕЗЮМЕ 


Принимая во внимание среднюю вели- 
чину оптической плотности отрицатель- 
ных сывороток в данном разведении, с уче- 
том трех стандартных отклонений, по фор- 
муле (1) вычисляли значение $/Р, соответс- 
твующее позитивно-негативному порогу. 
Было установлено, что сыворотки, тести- 
руемые при 1:160, следует считать отрица- 
тельными, если $/Р<0,45, и положительны- 
ми, если $/Р>0,60. Существующий между 
ними интервал значений соответствовал 
сомнительным результатам. 

Было проведено сравнение разрабо- 
танного нами метода с набором ПУСЕМ 
КОТАУТВО$ («ТГеепаза», Испания), для 
чего рассчитывали относительную чувс- 
твительность и специфичность тест-систе- 
мы. Результаты представлены в табл. 3. 

Относительная чувствительность не- 
прямого варианта ИФА составила 95,3%, 
относительная специфичность - 94,4%. 

Выводы 

Таким образом, была разработана тест- 
система для выявления антител к РВ КРС 
в сыворотках крови, определен позитивно- 
негативный порог и оптимальное разведе- 
ние сывороток, показаны относительная 
чувствительность и специфичность пред- 
ложенного метода. 

Разработанная тест-система может 
быть использована для оценки иммунного 
статуса поголовья КРС после проведения 
вакцинации, а также для оценки уровня 
инфицированности животных при отсутс- 
твии специфической профилактики. 

Определение титра сыворотки по од- 
ному ее разведению позволило увеличить 
число исследуемых проб и сократить срок 
исследований. 


Разработан непрямой вариант иммуноферментного анализа для количественного определения ан- 
тител к ротавирусу в сыворотках крови крупного рогатого скота (КРС) методом одного разведения. 
Уравнение стандартной кривой, полученное методом линейной регрессии, использовали для пред- 
сказания титров по 5/Р отношению, измеренному в одном разведении сыворотки. Определены ин- 
тервалы допустимых значений оптической плотности контрольных отрицательной и положитель- 
ной сывороток, позитивно-негативный порог, Специфичность и чувствительность метода сравни- 
вали с коммерческим набором ПМСЕ М КОТАУТКВО$ («шрепаза», Испания). Разработанную тест- 
систему использовали для исследования сывороток, полученных из различных хозяйств РФ. 
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ОЧИСТКА И КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ ВИРУСА 
ДИАРЕЙ-БОЛЕЗНИ СЛИЗИСТЫХ ОБОЛОЧЕК 
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 


Введение 

В настоящее время вирусная диарея-бо- 
лезнь слизистых оболочек крупного рога- 
того скота (ВД-БС КРС) занимает сущес- 
твенное место в ряду инфекционных забо- 
леваний КРС. Возбудитель ВД-БС КРС яв- 
ляется прототипным представителем рода 
Резйитих семейства Науитаае и вызы- 
вает у КРС широкий спектр клинических 
проявлений: аборты, диарею, респиратор- 
ные заболевания и др. [3]. 

Изучениеиммунобиологических свой- 
ств и проведение технологического кон- 
троля производства инактивированных 
вакцин основано на использовании им- 
мунохимических реакций и требует на- 
личия диагностических антигенов и пре- 
паратов антител. 

Одним из наиболее существенных мо- 
ментов приготовления диагностикумов 
и вакцин является получение очищенной 
концентрированной суспензии вируса. 

В литературе имеются сообщения о 
различных способах очистки и концент- 
рирования вируса ВД-БС КРС. Концен- 
трирование вирусных агентов прово- 
дят осаждением с использованием поли- 
этиленгликоля [1, 2, 6]. Более детальную 
очистку и концентрирование проводят, 
используя метод осаждения в изоэлект- 


рической точке, а также применяя обра- 
ботку детергентами (тритон Х-100) или 
суспендирующим буфером, содержащим 
двухвалентные катионы [4, 5]. 

Целью нашего исследования явился 
подбор оптимальных методов и условий 
очистки и концентрирования вируса ВД- 
БСКРС штамм «МАГТ». 

Материалы и методы 

Для очистки и концентрирования виру- 
са ВД-БС КРС нами выбраны следующие 
методы: осаждение вируса полиэтиленгли- 
колем (ПЭГ-6000) с последующей очист- 
кой сахарозой, осаждение вируса ультра- 
центрифугированием, применение детер- 
гентов в процессе очистки и концентриро- 
вания вируса. 

Для концентрирования использова- 
ли ПЭГ-6000 в виде 50% стерильного рас- 
твора, в качестве детергентов применяли 
Пиоп Х-100 и Тмееп-20. Очистку вируссо- 
держащей суспензии, для освобождения от 
чужеродных белков, проводили с исполь- 
зованием 20% сахарозы. 

В работе использовали штамм «МАОГ» 
вируса ВД-БС КРС, адаптированный к 
культуре клеток носовых перегородок 
КРС (ВТ) с титром инфекционной актив- 
ности 106,75 ТЦД.;/0,2 смз, который был 
получен из коллекции АТСС (США). 
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